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76 条 而 末代 细胞 株 仅 为 43 条 ， 证 实 杂 交 痛 是 成 功 的 。 | 
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Kehler 和 Milstein 建 立 的 鼠 一 段 杂 交 瘤 单 克隆 抗体 ， 在 实验 研究 中 显示 了 巨大 的 优 
越 性 ， 也 激励 着 科学 家 们 去 建立 人 源 性 单 克 隆 抗 体 ， 对 过 去 难以 解决 的 恶性 肿瘤 、 白 
血 病 和 一 些 免疫 性 疾病 提出 新 的 治疗 方法 。 但 是 ， 建 立 人 -- 人 杂交 瘤 在 前 进 的 道路 上 困 
难 重 重 ， 从 培育 人 肯 夭 瘤 细胞 系 到 人 一 人 杂交 痛 单 克隆 抗体 的 生产 都 远 比 局 一 鼠 单 克隆 
抗体 困难 得 多 ， 尽 管 如 此 ， 最 近 在 人 杂交 瘤 方面 (区 ozbor，1981，1983; Olsson, 1980, 
1983) 了 到 得 了 一 些 新 的 进展 。 目 前 我 国 北京 ,上 海 ,西安 ,昆明 都 在 进行 研究 ， 但 尚未 见 有 
成 功 的 报告 , 我 们 从 1984 年 6 月 开始 人 源 性 单 克隆 抗体 的 探索 , 也 磁 到 许多 困难 。 深 刻 体 
会 到 建立 具有 我 国 特色 的 人 一 人 杂交 痪 系统 是 非常 重要 的 ， 现 将 我 们 的 工作 报告 如 下 。 
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材 料 和 方法 


(一 }) ARRE aR fF] Ludwig InstitutefyDr. Neville, Dr Edwards 
Dr, O'Hare St mea 3 Rg LICR-LON-HMy2 (1982) ASA, JERE 
KER AMRDr. Ng, Dr. Tam@iDr. Limit, Bam mMRBSikora (1982) 等 应 用 
TARZA DIE, RIKMA RPMI 5 SFR PERKS A. 

(=) AGAR ”1984 年 11 月 1 日 ， 于 下 殉 意 外 事件 中 由 医院 获得 人 脾 胜 
ZT, S 〈 腺 来 自 脾 破 绚 患者 ， 经 手术 取 脾 而 救 活 b >: CM.) 来自 交通 F i, ME 
保存 于 4 °C 条 件 下 送 来 ， 立即 制 成 有 纲 胞 悬 液 。 

(=) 细胞 融合 剂 PEG (MW1000, Merk) Edward (1982) 等 方法 配 成 。 

(四 细胞 融合 

1. A 8 38 LICR-LON-HMy2 4 JB $ 363.610", BREA, SWARA AO.7 x 
10’, $220.8 x 10", A RRM 2 dt 5 hen Wd @ 1 0.58—1.421, 

2a HR (1) 将 上 述 两 种 细胞 混合 于 刻度 离心 管 中 ， 用 无 血清 RPMjieo 培 养 
波 洗 三 次 ， 每 次 离心 五 分 钟 1000 转 分钟 ， 离 心 后 倾 去 上 清流 。 (2 ) 振荡 离心 管 底 ， 
让 细胞 沉淀 着 起 ， 用 1 mil 吸管 慢 视 加 入 37% PEF 1 mi， 一 面 加 液 一 面 轻 轻 搅动 细胞 大 
该 ， 一 分 钟 加 完 ， 再 轻 轻 转 动 一 分 钟 。 然 后 再 吸 取 37%PEG 1ml， 按 上 法 加 入 ， 一 
分 钟 加 完 ， 静 置 二 分 钟 ， 慢 慢 加 入 无 血清 RPMllon 培 养 芒 8ml， 七 分 钟 加 完 ， 再 用 
RPMI 培养 液 洗 三 次 ， 每 次 加 液 10ml， 以 每 分 钟 1000 转 离心 五 分 钟 ， 洗 k PEGA 
加 入 RPMIiee HT 完全 培养 液 。 细 胞 融合 在 室温 进行 。 融合 后 将 细胞 稀释 至 每 豪 升 含 2 
x 105 个 细胞 。 分 别 接 种 于 24 孔 塑料 培养 板 上 , 置 37"C 二 所 化 三 温 箱 培养 , 含 5 ACO F 
a : 
s Aa RBA. BR AOR A AMS, & Ficoll 
Hypaque _ gradient 离心 。 白 细胞 数 每 孔 4.8 x 10!， 与 上 述 融 合 细胞 同时 接种 。 5-H 
FAB AR, PLA, ILS x 10 WR, RBS, 

(E) HAT 选 择 培养 液 HAT 的 应 用 见 Littlefield (1964), 但 不 同 于 鼠 一 刀 杂 交 
MAA, RIE AWHATH BAY (Hypoxan Thine) 10-*M/ml, T (Thymidine) 
2x10°° M/ml, A (Aminopyterin) 2 x10°°M/ml, EM—RRRM PA M A2 x 
1077 M/ml, 

网 胞 融合 后 24 一 48 小 时 ， 换 成 HAT 液 ， 方 法 为 吸出 培养 孔 中 流体 的 一 半 ， 加 入 等 
量 的 HAT 液 即 可 。 每 周 换 HAT 波 一 次 。 未 融合 的 人 肯 岗 瘤 细胞 很 快 死 亡 ， 在 HAT 波 中 
培养 21 天 后 ， 换 成 HT 波 ， 并 采取 上 清 波 检测 抗体 。 

A) 抗体 检测 RRA THR, MR, RR, PENZ 
iB. FRE. HHH, ZERRE MRO KO 等 特异 性 抗体 的 检 
wW., lRteR THT, HAT, +A ALICR-LON—-HM y2 RA Mase Fe TE TR, U 
上 抗体 检测 均 按 上 海 医学 化 验 所 方法 进行 。 

(七 ) 克隆 筛选 法 ”发 现 阳性 孔 后 即 进行 有 限 稀释 ， 方 法 按 Oi V. T. (1980) 
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等 介绍 的 进行 ， 人 饲养 细胞 有 人 胸腺 细胞 、 人 脾 细 胞 和 人 外 周 白 血细胞 ， 先 按 1- 5x 
10 70.1 吓 ] 接 种 于 96 孔 堵 养 板 ， 然 后 再 种 杂交 瘤 细 胞 、 最 高 稀释 度 为 每 孔 0.5 一 1 个 细 
胞 ， 每 三 天 换 液 一 次 。 有 限 黎 窜 共 进 行 三 次 。 

CA) 抗 链球 菌 溶血 素 O《〈 抗 链 O) 抗体 性 质 的 检测 针对 > 一 19 和 9 一 22 有 特 
异 抗体 分 泌 的 情况 ， 我 们 作 了 双向 免疫 扩散 、 免 疫 电 泳 和 罩 白 含量 的 初步 测定 等 以 确定 
是 否 为 单 克 隆 抗 体 ， 抗 体型 别 和 抗体 分 泌 量 。 为 了 便于 工作 ， 将 细胞 培养 上 清 波 用 硫酸 
胺 或 诊 丙 烯 攀 胺 疾 胶 浓缩 33 一 56 箔 ， 以 上 方法 为 临床 常用 。 

GO 核 型 分 析 主要 目的 在 确定 是 否 为 杂交 瘤 ， 观 察 染 色 体形 态 和 数目 ， 观 察 
杂交 瘤 染色 体 稳定 情况 ， 方 法 如 陈 宜 峰 等 (1981) 。 


结 果 和 讨 论 


(一 ) 细胞 融合 率 ”融合 后 细胞 培养 于 局 AT 液 中 ， 此 时 未 融合 的 人 肯 体 痪 细胞 
逐渐 死亡 ， 饲 养 细 胞 和 未 融合 的 脾 细 胞 也 逐渐 消退 ， 只 有 杂交 交 细 胞 生长 很 旺盛 ， 图 1 
至 4， 因 此 培养 孔 中 有 否 杂 交 瘤 细胞 生长 极 易 判 断 。 细 胞 融合 率 列 于 表 1 。 


Table 1. The Fussion Rates of Human-human hybrid 


spleen wells of hybrid + wells of Inoculate . Fussion rates 











91 18/24 75.0% 


Se 14/24 58.0% 


RD ay EAA RHI 76, RARBAAATFAN, WHER a 
HMy2 染 色 体 数 仅 为 43， 因 此 可 确定 杂交 瘤 是 成 功 的 。 图 8 一 (1) (2) (3), 

(二 ) 特异 性 抗体 检查 。 ”我们 对 杂交 瘤 细 胞 进行 了 包括 医院 常规 检查 的 各 种 细菌 
和 病毒 的 特异 性 抗体 的 检测 ， 共 送 检 了 32 个 标本 ， 其 中 脾 ,18 个 ， 脾 :14 个 。 结 果 只 有 5 ， 
一 19 和 Si 一 22 为 抗 链 球菌 溶血 素 O 〇 抗体 阳性 ， 多 次 复查 及 三 次 有 限 妖 妓 和 扩大 培养 的 
结果 均 为 阳性 。 

三 ) 免疫 球 蛋 白 性 质 的 给 测 经 双向 扩散 、 免 疫 电泳 、 聚 两 疾 酰 及 凝 胶 电 泳 和 
ZAMS REM eS REELS Bote RAG, Hee KDR EY 区 出 现 一 
条 细 而 浅 染 的 蛋白 带 ， 均 符合 于 单 克 隆 抗 体 的 特性 ， 单 向 扩散 初步 测算 出 抗 链 球菌 溶血 
素 O 的 含量 为 1.6hgyml， 图 5 一 8。 | 

(四 ) RAVI A—A RES, —19 MS, — 22 SER EROS IK, 历时 5 
个 多 用 ， 此 两 株 纲 胞 生长 很 上 旺盛， 持续 分 说 抗 链 〇 抗体 ， 在 滴 度 方面 >: 一 19 波 动 于 16 一 
32 之 间 而 9, 一 22 波 动 于 2 一 4， 肴 来 3, 一 19 总 是 高 些 ， 对 于 抗 链 口 抗体 的 实际 应 用 正在 
探索 中 。 


43? ome HR 7% 





Table 2, The titers of specific antibodies of hybrid supernatant 














Samples Results Unit 
Si 一 19 + &—16 
S1 一 22 十 2— 4 
t 

g | RPMI HAT 一 0 

© 

i RPMI HT . — 0 

E | LICR Supernat 一 0 

a 

5 Calf Serum 一 0 





* 3x Mm 
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-HUMAN-HUMAN HYBRIDOMAS SECRETING 
MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST STREPTOLYSIN O 


Zhang Hejun Fu Jiazhong Guo Ren 


(Institute of Medical Sciences, Kunming) 


Hu Zonghuan Zu Yukung 
Pld Kunming District General Hospital, Kunming) 


Two human-human hybrid cell lines were established by fusion of human 
spleen cells and human plasma cells (LICR-LON-HMy2) with PEG MM, W. 
1000). For fusion the HMy2 cells were subcultured to the density of optimun 
growth. dajly,.for two days beforehand. 6 x10’ HMy2 cells and 2.4x10° 
immunized spleen galls were mixed together; then centrifuged for 1000 Rpm/5 
mihiites. The pouer was-tresuspended with 10 ml serum-free RPMI ,,,, and 
“Washed three times? > a 

All fusions were carried’ out in 37% PEG (Polyethylene glycol) at room 
temperature, The cells were seeded at a concentration of 4,.5x 105/well in 
24+well.. plates (Costar). in HT medium with 15% calf serum, Hybrid selection 
‘in “HAT medium! was: Started 24—48 hours after fusion by exchanging half of 
‘the HT medium with'2x HAT medium, Half of the HAT medium was renewed 
every 3 days in the first 3 weeks after fusion (Therefore the HAT medium 
contained 10°‘ M hypoxanthine, 2 x107" M amino pyterine and 2 x107! M 
thymidine, sad! Sigma. Chemical Co. USA). The HAT medium was then 
gradually replaced by HT medium every 4—6 days during the last week. 
The hybrid cells have been screened for monoclonal antibodies specific to 
streptolysin O by three times limited dilution with human origin feeder cells 
(PBC or thymus cells) to confirm the specific antibody positive clones, 

Some other biological characteristics of these two hybridoma cell lines named 
S,—19 and S,—22 were checked, the karyotype chromosomes ranged 58—76, 
and’ the’ specific aritibodies belong to human IgG. 

Despite the liters of the supernatant of the hybrid cell lines culture were 
very low, all the data have shown that the human hybridoms have been pro- 
ducing monoclonal antibodies at least for more than 5 months. 
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Fig. 1 The Morphology of LICR. 
Fig. 2 2 days after fussion the small round Cells were 
feeders, the large, bright & round cells were hybrids 
Fig. 3 10 days after fussion in HAT medium, feeders 

were going to die, but the hybrids growing 


Tig. 4 14 days after fussion in HAT medium, hybrids 
were growing fast & feeders disappeared 
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Fig. 5 Ouchterlong tests normal human serum well 1, 4. 

33xhybrid supernat. well 3, 5.33xRPMI1¢640 
medium well 2, 6 tested with IgG, IgM, IgA 
antigens, results showed the Ig-products belong 
to IgG。 | 


Fig. 6 Immunoelectrophroresis immunoelectrophroresis 


test showed that Ig-products of hybrid belong 
to IgG. 


Fig. 7 SDS tests (1) Calf serum (2) RPMI1640 medium 


(3) Normal human serum (4) 33xS,-19 supernatant 


The band of (4) human serum r-band 
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The karyotypes of 

hybridomas : 

The. parental cell 

LICR-LON-HMyo 

Chromosome number 

was 43 (1200X). 

(2) The hybrid cel] S1-19 chromosome number was 68 
(1200X) 


(3) The hybrid cell S1-22 chromosome number was 76 
(1200X) 


